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RESUMO 
 
Considerando a extrema importância da utilização do DNA fetal livre na 
circulação materna (cffDNA) para diagnóstico pré-natal não invasivo e o elevado 
custo dos kits comerciais, o presente estudo, avaliou três métodos de extração 
de cffDNA com intuito de estabelecer uma técnica eficiente e de baixo custo. 
Para avaliar a eficiência e a qualidade de três técnicas de extração de DNA, foi 
utilizado o valor médio de ct gerado pelo equipamento de qPCR das amostras 
extraídas em cada método e comparado com o valor médio obtido pelas amostras 
extraídas pelo kit comercial. Além da análise para o polimorfismo na região 
promotora do gene uridina difosfato-glicuronil transferase (UGT1A1). Foram 
utilizadas amostras de plasma de 200 gestantes com idade gestacional a partir 
de 8 semanas. Os resultados indicam que as amostras extraídas apresentaram 
uma eficiência de 94% para extração de DNA fetal por kit comercial; 88% de 
eficiência para o método Triton-x100/Heat/Phenol (THP); 75% de eficiência para 
o método por Iodeto de Sódio (NaI) e 83% para o método por Tampão de 
Proteinase K (Tp Prot K). A análise para o polimorfismo na região promotora do 
gene UGT1A1 permitiu verificar a necessidade de um refinamento das técnica s, 
nas etapas iniciais como coleta do sangue materno e separação do plasma, para 
diminuir a contaminação por DNA materno. Além das análises utilizando 
marcadores moleculares, foi demonstrado as diferenças nos custos gerados em 
cada método utilizado que chegou a 100x mais baixo quando comparado ao kit 
comercial. Os métodos testados ainda necessitam de adequações, mas os 
resultados obtidos até o presente momento, demonstram uma grande 
possibilidade de estes serem implantados na Unidade de saúde pública e assim, 
tornar-se acessível a um número maior na população. 
 
Palavras-chave: Cuidado pré-natal, Gene SRY, Doença de Gilbert. 
 
 
ABSTRACT 
 
Due to the extreme importance of prenatal diagnosis, various non -invasive 
techniques have gained prominence. The use of free fetal DNA (cffDNA) in the 
maternal circulation for non-invasive prenatal diagnosis is one of such techniques 
but the high cost of its commercial kits is a big limitation. The main objective of 
this study was to evaluate the efficiency and quality of three DNA extraction 
techniques. Plasma samples used were from 200 pregnant women with 
gestational age from 8 weeks. Analysis of the polymorphism in the promoter 
region of uridine diphosphate glucuronyl transferase gene (UGT1A1) was done 
and the average value CT generated by qPCR equipment of samples extracted 
by each method were compared with the average value obtained for samples 
extracted by the commercial kit. The results indicate that the extracted sample 
had an efficiency of 94% for extraction by the fetal DNA commercial kit; 88% by 
the Triton-x100/Heat / Phenol (THP) method; 75% by the sodium iodide (NaI) 
method, and 83% for the Cap Proteinase K (Prot K Tp) method. The analysis of 
the polymorphisms in the promoter region of the UGT1A1 gene showed the need 
for refinement of techniques in the initial stages of maternal blood collection and 
plasma separation in order to decrease the contamination by maternal DNA. In 
addition to the analyzes using molecular markers, the study also demonstrated 
differences in costs generated by each method and these were more than 100 
times lower when compared to the commercial kit. Although the methods tested 
still need some modification, the preliminary results obtained so far indicate a 
high possibility of their suitability for  use in the public health unit thus making 
noninvasive prenatal diagnosis more accessible to a larger number of the 
population. 
 
 
Keywords: Prenatal care, SRY Gene, Gilbert’s disease. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1  Aplicação do diagnóstico pré-natal por meio do DNA fetal 
O diagnóstico pré-natal para doenças genéticas, em alguns métodos 
convencionais necessitam de procedimentos invasivos para obtenção de material 
fetal (Sirichotiyakul et al., 2011; White et al., 2012), como amniocentese 
caracterizada por aspiração transabdominal do fluído amniótico, da bolsa 
amniótica que envolve o feto; e a biópsia de vilosidade coriônica realizada por 
inserção de cateter através do colo uterino até a placenta, guiado por 
ultrassonografia, para obter amostra de tecido (Bischoff et al., 2004). Esses 
métodos invasivos constituem risco para o feto e gestante (Chiu et al., 2009; 
Masuzaki, et al., 2004), a detecção de aneuploidias cromossômicas é uma das 
principais razões para realização destes métodos invasivos (Bischoff et al., 2004; 
Hui & Bianchi, 2011).  
O acompanhamento com diagnóstico estabelecido é importante para 
obtenção de informações necessárias sobre a gravidez, para que os pais 
recebam a otimização sobre os cuidados antes e após o parto, permitindo o 
preparo da família para o nascimento (ou possível morte intrauterina) de uma 
criança afetada; assegurar cuidado apropriado ao feto; fornecer o melhor 
resultado possível para a situação individual (mãe/RN). Ajudar na tomada de 
decisão sobre o modo, tempo e local do nascimento; apresentar aos pais os 
serviços especializados neonatais e conceder tratamento intrauterino são, 
portanto, as principais vantagens do uso do diagnóstico pré -natal (Cícero et al., 
2003; Collins & Impey, 2012).  
No Brasil as malformações congênitas estão em segundo lugar entre as 
causas de mortalidade infantil e em terceiro na mortalidade de menores de 5 
anos, respondendo por 11,2% destas mortes. Entre os anos de 1995 e 1997, a 
causa de morte por malformações ultrapassou a mortalidade por diarreia e por 
18 
 
infecções respiratórias. Em 1997, as anomalias cardiovasculares foram 
responsáveis por 39,4% de todas as mortes por malformações, e as anomalias 
do sistema nervoso central por 18,8% (Victora & Barros, 2001; Arruda, Amorim 
et al., 2008). 
 Aproximadamente 2-3% de gestações no Reino Unido são afetadas por 
uma ou mais anormalidades congênitas. Isso representa cerca de 21% de mortes 
perinatais e infantis, bem como, a causa significativa de incapacidade e 
morbidade ao longo da vida. Embora algumas gestações sejam sabidamente de 
alto risco, tais como de mães diabéticas ou pais com filhos anteriormente 
afetados, alterações congênitas podem ocorrer inesperadamente em gestações 
normais (Collins et al., 2012). 
Para classificar as gestantes de acordo com o risco de terem um feto com 
aneuploidia cromossômica, diversos métodos de triagem alternativos foram 
desenvolvidos como ultrassonografia e bioquímica sérica materna, mas esses 
métodos são dirigidos ao fenótipo associado à aneuploidia cromossômica, ao 
invés da determinação do genótipo responsável pela anomalia, e possuem uma 
baixa sensibilidade e especificidade, além de uma janela de idade gestacional 
rigorosamente definida, que deve ser utilizada para os testes. Para contornar tais 
limitações, novas gerações de exames não invasivos vêm sendo desenvolvidos, 
tendo como alvo as bases moleculares das anomalias (Chitty et al., 2008).  
A presença de DNA livre circulante foi descrita pela primeira vez em 
pacientes com câncer, vários grupos de pesquisadores demonstraram o aumento 
na quantidade de DNA livre desses pacientes, conforme a evolução do processo 
tumorigênico, e suas características tumor específicas (Chan et al., Bischoff et 
al., 2004). Com base nas pesquisas de DNA circulante, foi possível a detecção 
do DNA fetal livre na circulação materna (cffDNA - cell-free fetal DNA), sendo 
assim, esse procedimento não invasivo, apresentou significativo avanço na 
melhora do aconselhamento genético de gestantes com alto risco de terem 
crianças com anormalidades cromossômicas (Hui et al., 2012).  
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Com grande potencial para um diagnóstico pré-natal não invasivo, cffDNA 
está sendo extensivamente estudado, por se apresentar eficiente ao diagnóstico 
clínico precoce e para o monitoramento de doenças (Yi et al., 2013). No 
entanto, ainda existem limitações para utilização deste método, como a 
dificuldade para obtenção de quantidade suficiente de material, já que representa 
uma fração mínima em relação a quantidade total de DNA em plasma materno 
(Hill et al., 2012), correspondendo a aproximadamente 3 -6% deste total (Huang 
et al., 2006).  
A idade gestacional correlaciona-se positivamente com a quantidade de 
DNA fetal, com níveis baixos no primeiro trimestre de gestação e aumento a partir 
do segundo trimestre (Bischoff et al., 2004). Pesquisas foram realizadas para 
validação clínica do teste em análise de cffDNA, e assim, estabelecidas para 
contornar as limitações dos procedimentos invasivos e reduzir a prática destes 
procedimentos (Yi et al., 2013). 
 
1.2  DNA fetal livre em circulação materna (cffDNA - cell-free fetal DNA) 
Em gestantes, além dos fragmentos maternos estão presentes os 
fragmentos pertencentes ao feto, provavelmente de origem trofoblástica e 
placentária, com possível detecção a partir da 7ª semana. O trofoblasto (camada 
externa celular que se diferencia em citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto) tecido 
embrionário, que exerce função crucial durante a implantação e placentação, 
estes processos (decidualização) ocorrem através de uma mudança significativa 
na região de implantação, em resposta a diferentes moduladores moleculares 
(esteróides e hormonas). Essa transformação representada por uma série de 
eventos complexos, visa proporcionar um ambiente favorável para receber o 
blastocisto, e permitir o desenvolvimento embrionário e fetal.  
A implantação consiste em o blastocisto penetrar o epitélio luminal, 
atravessando a lâmina basal e, finalmente, encaixando-se no estroma, é durante 
a implantação do sinciciotrofoblasto que inicia a invasão ao tecido materno. Em 
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seguida, a vascularização do trofoblasto (Figura 1) ocorre para estabelecer e 
manter um sistema vascular feto-placentária (Frost & Moore, 2010).  
  
Figura 1. Nas fases iniciais de implantação ovular: o desenvolvimento da gestação depende do estabelecimento de um 
sistema vascular eficiente: a placentação. Os trofoblastos infiltram-se (ruptura microtraumática) pela parede endometrial 
até alcançar as artérias espirais uterinas. O processo de instalação placentária, permitirá que a artéria uterina se expanda 
a medida em que a gestação evolui. Fonte: Fonseca et al., 2013. International Journal of Endocrinology (figura 
modificada). 
. 
Vários tipos de células fetais são conhecidos por circular no sangue 
periférico materno, incluindo os trofoblastos (Evans & Kilpatrick, 2010), 
eritrócitos (eritrócitos fetais são nucleados), essas células são fontes potenciais 
de genes fetais importantes para o diagnóstico pré-natal, utilizando-se o DNA 
(Figura 2). No entanto, os trofoblastos e leucócitos aparecem em concentrações 
mínimas, na circulação materna (Masuzaki et al. , 2012). Além disso, os leucócitos 
fetais são difíceis de distinguir dos leucócitos maternos e continuam existindo 
por vários anos após o parto (Bianchi et al., 1996). Por outro lado, como 
eritrócitos nucleados (cffDNA) não são normalmente encontrados no sangue 
periférico de adultos normais, e uma vez que tem vida útil limitada no sangue 
materno, elas são consideradas alvos pré-natais não invasivos adequados para 
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diagnóstico genético. A principal fonte de cffDNA e mRNA no plasma materno é 
o sinciciotrofoblasto (Figura 3) que continuamente libera cffDNA, através de 
apoptose, apesar deste não ser o principal fator, mas contribui junto a outros 
mecanismos celulares envolvidos durante o estabelecimento placentário 
(Sekizawa et al., 2003).  
 
 
 
Figura 2. Apresentação esquemática da placenta e decídua materna.  (A) vilosidade placentária (fetal), imersa no sangue 
materno, e as vilosidades de ancoragem, invadindo a decídua materna (em cinza). Uma área retangular na interface 
materno-fetal é esboçada em branco. (B) apresentação detalhada do aspecto maternal da área da interface descrito em 
branco no painel A (decídua materna), mostrando citotrofoblastos invasivos provenientes de vilosidades de ancoragem 
(AV) (fetal) e invadem a decídua materna, onde parcialmente substituem o endotélio materno residente e misturam-se 
com vários tipos de células maternas: epitelial uterina, decidual (estroma), e células endoteliais, macrófagos, células 
dendríticas, células NK e deciduais. Fonte: Weisblum et al., 2011 Journal of Virology, v.85 (24). 
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Figura 3. Estrutura de placenta humana (após 12 semanas de gestação): a placenta tem um lado fetal e outro lado 
materno. O fetal consiste em uma massa de vilosidades estruturais, semelhante uma árvore, que são banhadas em 
sangue materno. Ao contrário de vilosidade flutuante, os vilos de ancoragem atravessam o espaço interviloso e anexam 
ao endométrio decidualizado materno. A decídua materna é constituída por estroma e células do sistema imunológico, 
e por artérias em espiral que distribui o sangue para o espaço interviloso. A vilosidade placentária é revestida por uma 
camada interna de citotrofoblasto derivado de célula fetal, (cito-T) e uma camada celular exterior de trofoblasto (Syn-T). 
Estas células citotrofoblásticas extravilosas (EVTB) invadem profundamente os tecidos maternos e remodelam as artérias 
espirais materna. Fonte: Clark e Schust, 2013. Frontiers in Immunology, 4, 26.  
 
A descoberta de DNA fetal circulante no plasma materno em 1997  ofereceu 
uma nova abordagem para o diagnóstico pré-natal não invasivo possibilitando o 
desenvolvimento de tecnologias que permitem o enriquecimento seletivo de DNA 
fetal no plasma materno. Chan e cols. (2004), relataram pela primeira vez , que 
moléculas de cffDNA no plasma materno são mais curtas do que seus homólogos 
de origem materna. Li et al. (2012), foram capazes de obter um enriquecimento 
de cffDNA na circulação através da utilização de um sistema à base de gel de 
eletroforese e desta forma, seletivamente extrair as moléculas curtas de DNA. 
Estes autores realizaram a detecção não invasiva pré-natal de quatro mutações 
do gene β-globina humana (HBB) no plasma materno. Chiu et al. (2009), 
desenvolveram um ensaio RT-PCR para detectar a deleção de 4pb nos códons 
41/42 do gene HBB, mutação β-talassêmica mais comum na China.  
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1.3  A sexagem fetal determinada por meio de cffDNA 
A identificação da região determinante do sexo no cromossomo Y, está 
sendo importante na aplicação clínica para o diagnóstico pré -natal não invasivo 
(Lim et al., 2012). O gene SRY está localizado no braço curto do cromossomo Y 
(Yp 11.3). É constituído por um exon único e codifica uma proteína de 204 
aminoácidos. A presença do cromossomo Y é reconhecida como o fator 
determinante do desenvolvimento gonadal masculino. O gene SRY age como um 
indutor na determinação sexual masculina. A sua expressão nas células 
somáticas da crista genital precede os primeiros sinais do desenvolvimento 
testicular (Collins et al., 2011) (Figura 4).  
 
Figura 4. Gene SRY (OMIM 480000) 
 
 A possibilidade de analisar DNA do cromossomo Y fetal circulante, em 
sangue materno foi demonstrado pela primeira vez em 1997 (Lo et al., 1997),  o 
trabalho mostrou que a determinação de sexo fetal pela quantificação de 
marcadores do cromossomo Y no plasma materno, foi elevada em pacientes com 
gravidez anormal, particularmente aquelas com lesão placentária. (Hui et al., 
2011).  
A sexagem fetal realizada com cffDNA pode também ser útil em gravidez 
de risco de hiperplasia adrenal congênita, bem como distúrbios ligados ao X (Lim 
et al., 2012).  Além disso, marcadores genéticos autossômicos fora do 
cromossomo Y (Okazaki et al., 2006), podem ser usados para estender a 
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aplicação para mulheres gestantes de fetos do sexo feminino (Swinkels et al., 
2002), pois os estudos com base na detecção do marcador Y, para confirmação 
de cffDNA em sangue materno, limita-se às gestantes de fetos do sexo 
masculino.  
 
1.4  Análise cffDNA para detecção em Síndrome de Gilbert 
A síndrome de Gilbert descrita em 1901, pelo médico francês Augustin 
Nicolas Gilbert, também é chamada de icterícia intermitente juvenil, e mais 
comumente de icterícia não hemolítica familiar  (Aono et al., 1995; Burchell et al., 
1999). Esta síndrome é uma condição comum hereditária autossômica 
dominante, decorrente de hiperbilirrubinemia leve, não conjugada, quando ocorre 
na ausência de hepatopatias ou hemólises (Bosma et al., 1995), e caracterizado 
por episódio moderado intermitente de icterícia causada pelo aumento  da 
bilirrubina indireta, devido a redução do desempenho da enzima hepática uridina 
difosfato-glucuronil-transferase 1A1 (UGT1A1), que auxilia na conjugação da 
bilirrubina (Maruhashi et al., 2012).  
O principal sinal clínico é a icterícia, caracterizada pe la coloração 
amarelada da pele, mucosa ou esclera dos olhos, geralmente notada quando a 
bilirrubina está acima de 2,5 a 3 mg/dl (Bosma et al., 1995; Fertrin et al.,  2002; 
Fretzayas et al., 2011). Essa síndrome apresenta alta frequência na população, 
de 7 a 10% (Fertrin et al., 2002; Faragó & Melegh 2008), frequentemente descrita 
em adultos, em geral associada a períodos de baixa ingesta. Considerada 
inofensiva em adultos, embora, um achado ao acaso de hiperbilirrubinemia possa 
levantar a possibilidade de doença hepática e, por vezes, provocar investigações 
desnecessárias (Fretzayas et al., 2011). Na vigência de doenças intercorrentes 
eleva o risco de hiperbilirrubinemia neonatal, quando na presença de outros 
fatores icterogênicos. A severidade da icterícia é  maior na presença da condição 
de homozigose (Lee et al., 2011).  
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A atividade da enzima UGT1A1 depende do número de repetições timina-
adenina (TA) na região promotora TATA box do gene UGT1A1 (Figura 5 e 6). 
Inserções ou deleções nesta região do gene resultam em mudança no número de 
repetições de TA, que diferem das seis repetições presentes no alelo normal. A 
menor transcrição da enzima UGT1A1 está associada a oito repetições neste 
alelo, resultando na variante denominada UGT1A1*28, o genótipo mais 
comumente associado a homozigose para o alelo polimórfico [A (TA) 7TAA], que 
está associado aos níveis aumentados de bilirrubina.  
 
 
Figura 5. A variação [TA]n está relacionada com a atividade da enzima e consequentemente com a 
manifestação clínica.  Variações TA5 a 8. 
 
Uma grande variabilidade é observada no promotor UGT1A1 entre as 
populações de diferentes origens étnicas no Brasil, sendo que os dois alelos mais 
comuns, (TA)6 e (TA)7, foram encontrados tanto em populações caucasoides 
como em afrodescendentes e índios Parakanã (Fertrin et al., 2002). A alta 
frequência do polimorfismo (TA)7 pode ser relevante em países como o Brasil 
(Sonati et al., 1996), em que há também uma alta frequência de 
hemoglobinopatias, uma vez que este alelo está  fortemente associado com 
hiperbilirrubinemia e cálculos biliares na anemia falciforme e esferocitose, e 
poderia ser responsável pela heterogeneidade da apresentação clínica destas 
doenças (Galanello et al., 1997, 1999; Passon et al., 1998; Miraglia del Giudice 
et al., 1999). 
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Figura 6. Lócus UGT1A1: O gene UGT1A codifica a família    das enzimas de conjugação ao    ácido glicurônico uridina 
difosfato    glicuronil-transferase, 9 isoformas são codificadas pelo lócus UGT1, no cromossomo 2q37, 1 exon inicial 
específico, seguido dos exons 2 a 5. 
 
A enzima UGT1A1 também auxilia como catalisador na eliminação de 
diversas drogas (substâncias tóxicas) (Sonati et al., 1996; Fertrin 2002 2003; 
Faragó & Melegh 2008), e muitos compostos endógenos por glicuronidação de 
seus substratos (Tayoun et al., 2013), a atividade de glicuronidação hepática é 
essencial para eficiente excreção biliar (Aono et al., 1995; Burchell et al., 1999), 
e apresenta-se aproximadamente 30% normal em pacientes com síndrome de 
Gilbert (Fretzayas et al., 2011).    
 A redução de 70% na glicuronidação da bilirrubina, na população 
caucasiana, é o resultado de uma inserção homozigótica TA na região promotora 
(UGT1A1-28) (Fretzayas et al., 2011; Lee et al., 2010). Além disso, os  indivíduos 
homozigotos para o genótipo UGT1A1*28 podem sofrer toxicidade grave por 
irinotecano (Tayoun et al., 2013), um agente antineoplásico da classe dos 
agentes inibidores da topoisomerase que interage com a enzima topoisomerase 
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I, uma enzima importante no processo de multiplicação celular. (Minucci et al., 
2010; Eisenhardt et al., 2011).  
 
1.5 Icterícia neonatal 
A bilirrubina é um pigmento amarelo-alaranjado, proveniente do 
catabolismo das hemeproteínas, do grupo heme da hemoglobina, resultado da 
destruição de eritrócitos senescentes, sua principal fonte. Outra possível fonte, 
turnover de outras hemeproteínas hepáticas, como, mioglobina, citocromo e 
catalases (Sticova & Jirsa, 2013). Uma pequena proporção (1 -5%) é proveniente 
da destruição prematura de células eritróides, na medula óssea ou no baço. Em 
condições fisiológicas, a maioria dos eritrócitos normais é removida da circulação 
após 120 dias de vida, pelos macrófagos do sistema reticuloendotelial (Wang  et 
al., 2013; Chowdhury & Chowdhury, 2006). O fígado é o principal responsável no 
metabolismo da bilirrubina, devido a sua captação, armazenamento, conjugação 
e excreção (Fevery, 2008).  
A bilirrubina é uma substância que faz parte dos sais biliares que são 
excretados na bílis, portanto, a bilirrubina não conjugada circula no plasma ligada 
à albumina, esta por sua vez, entra no hepatócito pela sua superfície sinusoidal, 
é captada, onde pode permanecer ligada a proteínas citoplasmáticas 
(Moerschel, Cianciaruso & Tracy, 2008). Ao deslocar-se para o retículo 
endoplasmático liso, sofre conjugação com o ácido glicuronico através da ação 
catalisadora da uridina difosfato glicorunil transferase 1A1 (UGT1A1) formando -
se monoglucorunídeo ou diglucorunídeo de bilirrubina (glicuronidação). No 
intestino, a bilirrubina conjugada passa por oxidação, pela ação das enzimas 
intestinais e flora bacteriana, forma-se urobilinogênio e outros pigmentos, 
excretados nas fezes (Vitek et al., 2002; Passon et al., 2001), (Figura 7). 
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Figura 7. Na corrente sanguínea, após exercerem sua função de transporte de oxigênio, os glóbulos 
vermelhos são destruídos no sistema reticuloendotelial, liberando hemoglobina e porfir ina. A 
bilirrubina é o produto final da porção heme da hemoglobina, pela ação da enzima heme -oxidase quebra 
a hemoglobina em biliverdina, a biliverdina por ação da enzima biliverdina redutase é convertida em 
bilirrubina não conjugada insolúvel, que circula  no sangue ligada à albumina sérica, pela qual tem 
grande afinidade. E assim é transportada para o fígado, dentro do hepatócito, desliga -se da albumina 
por ação da enzima glutationa transferase, e se torna substrato da enzima bilirrubina -uridina difosfato 
glucoronil transferase (UGT1A1), e assim catalisa a conjugação da bilirrubina não conjugada (indireta) 
com o ácido glicurônico, formando a bilirrubina conjugada (direta). Posteriormente é excretada na bile, 
no intestino, através da ação das bactérias, a bi lirrubina conjugada é reduzida em urobilinogênio e 
estercobilina (pigmento que dá coloração às fezes). Mas o desempenho ineficiente da enzima glucoronil 
transferase diminui a atividade da glicuronidação da bilirrubina hepática, interferindo na produção da 
bilirrubina conjugada.  
 
A concentração de bilirrubina no plasma em elevadas concentrações, é 
considerada tóxica, o que a torna um marcador bioquímico muito utilizado, 
relacionado com a hiperbilirrubinemia, causada por deposição de bilirrubina na 
pele. Este fenótipo patológico de icterícia neonatal pode desenvolver -se devido 
a uma produção excessiva de bilirrubina ou conjugação prejudicada, com o risco 
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para o desenvolvimento de disfunção neurológica induzida por bilirrubina 
(Ahlfors, 2001).  
 A maioria de icterícia em recém-nascidos é resultado do aumento da 
degradação dos glóbulos vermelhos e diminuição da excreção de bilirrubina. 
Cerca de 60% a termo e 80% dos recém-nascidos prematuros desenvolvem 
icterícia, que normalmente aparece dois a quatro dias após o  nascimento, 
normalizando espontaneamente após uma ou duas semanas. Amamentação, 
hemólise, e algumas desordens metabólicas e genéticas também aumentam o 
risco de icterícia (Kamisako et al., 2000; Stevenson, Vreman & Wong, 2011).  
A bilirrubina não conjugada pode ser neurotóxica, causando uma 
encefalopatia aguda ou crônica que pode resultar em paralisia cerebral, 
deficiência auditiva e convulsões. A fototerapia fornecida por lâmpadas 
convencionais ou de fibra óptica, reduz a icterícia neonatal, e ainda é a opção 
não invasiva, mais adequada (Lee et al., 2010; Izol et al., 2012).  
 
1.6  cffDNA na identificação de complicações durante a gestação 
Apontado como possível marcador para avaliar o bem-estar materno-fetal, o 
aumento nas concentrações de DNA fetal circulante foi relatado em gravidez 
relacionadas às complicações, das quais a mais citada é pré-eclâmpsia (Yin et 
al., 2007; Hahn et al., 2010; Hui et al., 2012). A placenta apresenta falhas das 
células trofoblásticas ao invadir e remodelar o ambiente materno (Lo et al., 2001). 
Esta falha ao remodelar as artérias espiraladas restringe o fluxo de sangue para 
o feto e, assim, contribui para o aparecimento de pré-eclâmpsia (Walker, 2006).  
O cffDNA é detectável na circulação materna, do primeiro trimestre em diante 
e são eliminados da circulação materna rapidamente após o parto (White et al., 
2012), apresenta vida média de cerca de 15 minutos em mulheres grávidas 
saudáveis (Bischoff et al., 2004; Hui et al., 2010; Hill et al., 2012). O número de 
células fetais no sangue materno aumenta nos casos de restrição do crescimento 
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fetal (RCF) ou trissomia 21 (Smid et al., 2001; Sekizawa et al., 2003). Diversos 
estudos relataram que em pacientes com pré-eclâmpsia, a concentração no soro 
ou plasma materno de cffDNA é de 2 a 15 vezes maior do que no controle 
normotenso (Sifakis et al., 2009). O tráfego de células feto -materna 
transplacentária parece ser reforçado em gestações complicadas pela pré -
eclâmpsia, apresentando um aumento do fluxo de células nucleadas fetais 
(trofoblastos e eritroblastos) na circulação materna (Smid et al., 2001). Estudos 
mostram possibilidades potenciais para o diagnóstico clínico da pré -eclâmpsia e 
HELLP (hemólise, níveis elevados das enzimas hepáticas e baixa contagem de 
plaquetas) com cffDNA. As concentrações aumentadas de cffDNA em duas 
pacientes com pré-eclâmpsia que procederam o desenvolvimento da síndrome 
HELLP torna especialmente otimista sobre o uso de cffDNA como marcador para 
predizer o desenvolvimento desta síndrome. Futuros estudos prospectivo s são 
necessários, para determinar se padrões anormais de concentrações cffDNA 
podem ser usadas como um teste de rastreio preditivo (Hahn et al., 2011).  
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2  OBJETIVOS 
 
 
2.1  Objetivo Geral 
o Padronizar a técnica de extração, utilizando o DNA fetal l ivre, presente na 
circulação de gestantes, para detecção da Síndrome de Gilbert.  
 
2.2  Objetivos Específicos 
 
o Determinar o genótipo do feto para os polimorfismos do gene UGT1A1 por 
meio da análise do cffDNA e confirmação por meio do DNA extraído do 
recém-nascido. 
 
o Determinar o sexo do feto utilizando-se marcadores para o cromossomo Y 
(SRY) por meio da análise do cffDNA e confirmação pós-nascimento. 
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3  MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 Este projeto de pesquisa recebeu aprovação pela Comissão de Pesquisa 
do DTG/CAISM (Departamento de Tocoginecologia), sob o nº de protocolo 
023/2013 (anexo I), do Comitê de Ética em Pesquisa da FCM e CONEP 
(Comissão Nacional de Ética em Pesquisa), sob o número do parecer: 1.065.951, 
e CAAE: 30493814.6.0000.540 (anexo II). 
 
3.1.1   Desenho do estudo  
 Este é um estudo de validação diagnóstica molecular na pesquisa da 
Síndrome de Gilbert de forma evasiva, com intervenção pré e pós -nascimento 
para obtenção de DNA fetal livre em circulação materna (cffDNA) e de DNA do 
recém-nascido por células da mucosa bucal, respectivamente. A intervenção pré-
nascimento compreende ao período de coleta que é realizada durante a 
gestação, e pós-nascimento trata-se das coletas realizadas no período posterior 
ao término da gestação.  
 
3.1.2   Seleção de Participantes 
As participantes selecionadas para o estudo foram gestantes internadas no 
Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti, Centro de Atenção Integral 
à Saúde da Mulher (CAISM) da UNICAMP, em geral, já em admissão para o parto, 
ou com idade igual ou superior a 8 semanas de gestação. 
Inicialmente cerca de 200 gestantes foram convidadas a participar do 
estudo, onde todas foram orientadas e assinaram o Termo de Consentimento 
Livre e Esclarecido (TCLE). Para as gestantes que aceitaram e estavam aptas a 
participar da pesquisa, foram coletadas amostras de sangue através de punção 
33 
 
venosa pela equipe de enfermagem do CAISM, e no pós-nascimento foram 
coletadas amostras da mucosa bucal da mãe e do recém-nascido. 
Como controle foi utilizada uma amostra de material genético masculino, 
devido a presença do cromossomo Y, para testar a eficácia da técnica de 
extração do DNA fetal em sangue materno e auxiliar como marcador na detecção 
do gene SRY fetal. Não houve pré-requisitos específicos para a seleção desse 
controle, que se restringiu apenas na exigência de ser um sujeito do sexo 
masculino, saudável sem nenhuma patologia conhecida e assinatura do TCLE 
(Apêndice).   
 
3.1.3  Tamanho amostral 
Considerando a síndrome de Gilbert, uma das principais causas de 
hiperbilirrubinemia leve não-conjugada, e sua frequência é relativamente alta de 
7 a 10%, na população. Fertrin e colaboradores (2002) demonstraram uma 
frequência de 12,1% do genótipo A7/A7 na população do estado de São Paulo.  
Baseado nos dados deste estudo foi realizado o cálculo do tamanho amostral a 
partir da fórmula: 
 
O tamanho amostral mínimo para um intervalo de confiança, de 95% e erro 
amostral de 5% foi de 162 participantes, no entanto, esse valor foi ajustado para 
200 participantes levando em consideração possíveis desistências. 
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3.1.4  Critérios de inclusão e exclusão 
Foram incluídas no estudo, gestantes com mais de 18 anos, gestação única 
com idade gestacional maior ou igual a 8 semanas (determinada por amenorréia 
de certeza ou ecografia precoce), e que realizaram o parto no Hospital do CAISM.  
Para critérios de exclusão foi determinado: o desenvolvimento de gestação 
gemelar dicoriônico (gestação múltipla) e/ou gestantes menores de 18 anos. 
 
3.1.5 Critérios para descontinuação 
Impossibilidade de coleta do material do bebê: parto fora do serviço 
(Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti CAISM/UNICAMP) e/ou 
óbito fetal ou neonatal. 
 
3.1.6  Variáveis maternas e obstétricas 
o Idade materna: idade em anos completos, segundo dados do prontuário ou 
segundo informações da paciente durante entrevista realizada na inclusão 
do caso (Apêndice); 
o Idade gestacional: conforme amenorreia (data da última menstruação) ou 
ultrassonografia precoce, segundo dados do prontuário;  
o Peso gravídico (kg): informação do peso pré-gestacional e gestacional; 
o Índice de massa corpórea (IMC): informação sobre o peso pré -gravídico. 
Reconhecido pela OMS como a principal referência para classificação das 
diferentes faixas de peso, calculado através da fórmula: peso/altura 2; 
o História reprodutiva: histórico sobre o número prévio de gestações (sexo 
dos bebês) e seus desfechos; identificado pelo prontuário médico; 
categorizado pelo número de gestações, partos normais, partos por 
cesárea e abortos; 
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o Raça ou Etnia: Branco (ou ascendência européia), Negro (ou ascendência 
africana), Asiático/Ilhas do Pacífico, Índio / América do Sul e Índio / 
América Central, conforme relato em entrevista. 
 
3.1.7  Variáveis perinatais 
o Idade gestacional ao nascimento: variável numérica contínua, 
correspondente ao número de semanas de gestação no momento do parto, 
calculada pela data da última menstruação ou por ultrassonografia precoce 
(<20 semanas), ou considerando-se ainda, os dados da avaliação somática 
do recém-nascido (capurro), segundo dados do prontuário médico; 
o Índice de Apgar: representa a evolução física do recém-nascido logo após 
o parto. É calculado a partir de 5 características do RN, que recebem uma 
nota de 0 a 2: frequência cardíaca, capacidade respiratória, tônus 
muscular, irritabilidade reflexa e coloração. Serão registrados os valores 
de Apgar do primeiro e do quinto minuto presentes nos prontuários;  
o Sexo: masculino, feminino ou indeterminado, conforme dados do prontuário 
médico; 
o Peso ao nascimento: peso (em gramas) medido imediatamente após o 
nascimento, através de pesagem do recém-nascido em balança 
antropométrica eletrônica neonatal digital, em quilogramas, segundo dados 
do prontuário médico. 
 
3.1.8  Variáveis teóricas 
 Representam os objetivos alcançados a partir das variáveis operacionais:  
o Análise de genótipo (genotipagem) para o polimorfismo do gene UGT1A1, 
que indica possibilidade de icterícia neonatal. Esse procedimento é 
realizado a partir de amostra de saliva, coletados pós nascimento do bebê.  
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o Sexagem fetal, teste utilizado para determinar o sexo fetal, esse 
procedimento é realizado a partir de cffDNA obtido em sangue periférico 
materno, e utiliza-se marcadores moleculares para o cromossomo Y (gene 
SRY).  
 
3.1.9  Variáveis operacionais 
 São representações práticas dos fenômenos apresentados, tem por 
finalidade traduzir em conteúdo prático as variáveis teóricas  (Tabela 1): 
o cffDNA: quantidade total de cffDNA extraído do sangue periférico da mãe; 
o DNA do recém-nascido, através de extração da saliva. 
 
Tabela 1. Variáveis operacionais dependentes das variáveis teóricas 
 
 
3.2  Coleta 
 
3.2.1  Instrumentos para coleta de dados 
Após assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e 
do protocolo de identificação (Apêndice), sob orientação da pesquisadora 
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responsável, foi realizada uma entrevista para coleta de dados pessoais e 
antecedentes, e revisão de prontuário médico, dados do pré-natal e parto. 
 
  3.2.2 Coleta das amostras 
As coletas de sangue total foram realizadas através de punção venosa das 
gestantes no Ambulatório de pré-natal, do Hospital CAISM/UNICAMP. Na grande 
maioria dos casos, foi utilizada a mesma punção para a rotina laboratorial de 
cada paciente, não ocorrendo prejuízo ou desconforto adicional devido ao 
estudo. Foram coletados 4 tubos de 4 ml de sangue com anticoagulante EDTA 
que foram submetidos a extração de cffDNA, para posterior avaliação do 
polimorfismo do gene UGT1A1 e sexagem fetal.  
Na coleta de mucosa bucal foi utilizado swab bucal do tipo “brush” para 
mãe e bebê. Essa coleta consiste na fricção da escova estéril (swab) na mucosa 
bucal durante 30 segundos, e agitada no tubo eppendorff contendo 500µl de 
tampão de proteinase K (10 mM Tris Hcl pH 8,3, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,4 
% duodecil sulfato de sódio), para conservação da amostra até o processamento 
e posterior extração de DNA, utilizado para avaliação do polimorfismo do gene 
UGT1A1. 
.  
3.3  Processamento das amostras 
O processamento das amostras de sangue foi realizado por quatro 
diferentes métodos de extração, sendo três métodos in-house, e um utilizando o 
kit comercial (QIAamp Circulating Nucleic Acid KitTM) o qual foi utilizado como 
parâmetro de qualidade.  
 A fase inicial de separação do cffDNA, foi realizada igualmente para os 
quatro métodos avaliados neste trabalho e consistiu em: amostras de sangue 
coletadas em tubos de EDTA (4,5mL). Processadas até 72 horas após coleta. 
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Para isso, os tubos foram centrifugados a 800g durante 10 minutos, rotação 
mínima para que não houvesse lise das hemácias e extravasamento de material 
materno, a fração do plasma foi transferida para um tubo de propileno de 1,5mL 
e centrifugado a 16000g durante 10 minutos, nesta etapa, em rotação máxima 
para sedimentação completa de células maternas. O sobrenadante foi transferido 
para tubo de 1,5 mL e armazenados -20°C, até o momento da extração de cffDNA 
(Figura 8).  
  
Figura 8. Fase inicial de separação do cffDNA , foi realizada igualmente para os quatro métodos avaliados . 
 
A extração de cffDNA foi realizada por diferentes métodos: Método THP 
(Triton/Heat/Phenol -método modificado), Método por Iodeto de Sódio (6M), 
Tampão de proteinase K e kit comercial. 
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3.3.1 Método THP 
 O protocolo THP foi descrito por Xue et. al., (2009), é baseado em um 
método simples de extração de DNA, que utiliza aquecimento e os reagentes 
Triton X-100 (detergente), e Fenol. 
 Neste procedimento foram utilizados 500 uL de plasma aos quais foram 
adicionados 5 uL de triton X-100; 20 uL de proteinase K (10mg/mL), e submetidos 
a agitação por vórtex, 30 segundos. Em seguida, a solução foi aquecida a 98°C 
por 5 minutos e imediatamente refrigerada em banho de gelo por 5 minutos. Após 
este resfriamento, foram adicionados 500 uL de uma solução de fenol clorofórmio 
álcool isoamílico (Sigma-Aldrich), proporção de 25:24:1 respectivamente, e 
centrifugação de 14000g por 10 minutos. O fenol e o clorofórmio  são utilizados 
por provocar a desnaturação das proteínas, e o álcool isoamílico previne a 
formação de espuma e facilita a separação da fase aquosa (onde estará o DNA) 
da fase orgânica (onde estarão as proteínas).  
 O fenol utilizado nas extrações de DNA deve ter o pH próximo de 8,0, 
considerando que, os valores mais baixos de pH deslocam o DNA para a interface 
no momento da centrifugação. Em pH 7,0 ou acima, o DNA permanece na fase 
aquosa e em pH abaixo de 7,0, ocorre desnaturação e migração para a fase 
orgânica.  
 Após a separação da fase aquosa e transferência para um novo tubo 1,5 
mL, foram adicionados 50 uL de acetato de sódio 3M seguido de 150 uL de etanol 
absoluto e incubado a -80°C por 16 horas. A precipitação com etanol absoluto 
(por desidratação do DNA), além de concentrar o DNA, ajuda a remover resíduos 
de fenol e de clorofórmio presentes na amostra. Posteriormente, as amostras 
foram centrifugadas a 14000g por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e a 
amostra foram adicionados 500 uL de etanol 70%, que utilizado para remover 
resíduos de sais, estes são submetidos a uma nova centrifugação 14000g por 10 
minutos, e ao término, novamente o etanol é descartado.  
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 Para eliminar o etanol residual, foi realizado aquecimento a 56ºC e após 
secar o pellet de DNA, foi dissolvido com 50 uL de H2O livre de DNase.  
 
3.3.2 Método por Iodeto de Sódio (6M) 
 Este protocolo baseia-se na afinidade do iodeto de sódio ao DNA, 
aumentando sua massa molecular e facilitando sua precipitação (Current 
Protocols Immunology, modificado).  
 Inicialmente, foram utilizados 500 uL de plasma, aos quais, foram 
adicionados 50uL SDS (Dodecil Sulfato de Sódio) 10% e 20uL proteinase K 
(10mg/mL). A amostra foi incubada a 60ºC por 20 minutos e em seguida, de 
aquecimento a 95ºC por 5 minutos, para inativação da proteinase K. Após esta 
etapa, foram adicionados 500 uL de solução de iodeto de sódio (NaI 6M + 20% 
(m/v) PEG 8000) seguido de vórtex por 30 segundos e incubação por 10 minutos 
a 50ºC. Logo após esta etapa, foram adicionados 900uL de isopropanol seguido 
de agitação por vórtex, 30 segundos. As amostras foram mantidas em 
temperatura ambiente sem agitação por 30 minutos e posteriormente 
centrifugados a 14000g por 15 minutos. 
 O sobrenadante foi descartado e acrescentou-se 1,8mL de solução de 
lavagem (900uL etanol 100% + 900uL 20% PEG 800) seguido de agitação por 
vórtex por 30 segundos. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 
14000g por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 500 
uL de etanol 70% e submetidos a centrifugação a 14000g, 10 minutos. O etanol 
foi descartado e o etanol residual foi completamente eliminado por aquecimento 
a 56ºC. O pellet foi dissolvido com 50uL de H2O livre de DNase. 
*Solução de lavagem: 20mM Tris Cl pH 7,5; 1mM EDTA; 100mM NaCl  
*Solução NaI (6M): 0,75g Na2So3 em 40mL de água (desses 40mL, separar 
25mL); 45g Nal em 25mL de água, 30 minutos em agitador; filtrar; armazenar por 
3-4 meses protegido de luz. Descartar se houver precipitação. 
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3.3.3 Tampão de proteinase K  
 Este método trata-se de uma técnica já bem estabelecida para extração de 
DNA de mucosa bucal, e devido ao sucesso neste tipo de amostra, foi decidido 
empregar a mesma também para a extração utilizando plasma materno (Hansen 
et al., 2007, modificado). 
Neste método ocorre a utilização do detergente SDS, combinado com a 
proteinase K, degrada proteínas no plasma e apresenta resultado eficiente na 
extração de DNA.  
Conforme padronização, foi utilizado 500 uL de tampão de  proteinase K 
(10mM Tris Hcl pH 8,3; 150mM NaCl; 1mM EDTA; 0,4% duodecyl sulfato de 
sódio) e 20 uL de proteinase K (solução proteinase K 10mg/mL), adicionados em 
500 uL de plasma e seguido de agitação por vórtex, 30 segundos. 
Posteriormente, incubação a 60°C por 1 hora, em seguida foram adicionados 500 
uL de fenol clorofórmio álcool isoamílico e prosseguiu com incubação em gelo, 
por 10 minutos.  
 As amostras foram submetidas a centrifugação 15000g, por 10 minutos e 
consequentemente houve a separação da fase aquosa (1ª fase). Após 
transferência da amostra para um novo tubo, adicionou-se 50 uL de acetato de 
sódio 3M e 500 uL de etanol 100% refrigerado. As amostras foram mantidas em 
temperatura -80ºC, sem agitação por 16 horas e posteriormente centrifugados a 
15000g por 30 minutos. 
 Nesta etapa, o sobrenadante é descartado, e então adiciona-se às 
amostras 500 uL de etanol 70% em seguida, centrifugação a 15000g, por 10 
minutos. O etanol foi descartado e o etanol residual foi completamente eliminado 
por aquecimento a 56ºC. O pellet foi dissolvido com 50uL de H2O livre de DNase. 
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3.3.4 Coleta e extração DNA de mucosa bucal   
Após nascimento, foram realizadas coletas de material celular da mucosa 
bucal da mãe e do recém-nascido para realização de extração de DNA e posterior 
genotipagem de ambos sem interferentes como a contaminação cffDNA ou DNA 
materno. 
A coleta das células da mucosa oral foram realizadas como já descrito 
anteriormente no item 3.2.2, após foi adicionado ao eppendorff  1uL de proteinase 
K (Solução de Proteinase K 10mg/mL), e posteriormente, as amostras foram 
incubadas por 2 horas a 55ºC. Em seguida foram adicionados 200 uL da mistura 
fenol/ clorofórmio/ álcool isoamílico e incubação por 10 minutos em banho de 
gelo, seguido por centrifugação a 15000g, 10 minutos.  
Após a separação da fase aquosa e transferência para um novo tubo 1,5 
mL, foram adicionados 50 uL de acetato de sódio 3M seguido de 500 uL de etanol 
absoluto e incubados a -80°C por 16 horas e posteriormente centrifugados a 
15000g por 30 minutos.  
 O sobrenadante é descartado, e adiciona-se às amostras 500 uL de etanol 
70% em seguida, centrifugação a 15000g, por 10 minutos. O etanol foi descartado 
e o etanol residual foi completamente eliminado por aquecimento a 56ºC. O pellet 
foi dissolvido com 50uL de H2O livre de DNase. 
 A quantidade e qualidade do cffDNA purificado foi verificada por 
espectrofotômetro Nanodrop® 1000 em comprimento de onda 260 a 280nM.  
 
3.3.5 Padronização da reação de qPCR (PCR quantitativo em tempo real). 
As reações foram feitas em duplicatas utilizando como sistema de detecção 
o reagente SYBR™ Green PCR Máster Mix® (Lifetechnologies, USA). Esse 
sistema além de conter todos os reagentes necessários para PCR (dNTPs, 
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MgCl2, tampão, Taq Ampli-Gold), contém o corante SYBR Green, uma molécula 
que emite maior quantidade de sinal fluorescente ao intercalar com DNA dupla 
fita. As sequências dos primers utilizados para a amplificação do gene SRY estão 
descritos na Erro! Fonte de referência não encontrada.2. 
A reação de qPCR foi realizada no equipamento Applied Biosystems® 7500 
Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems, USA) o qual gerou gráficos de 
fluorescência versus número de ciclos. Quanto maior a quantidade de um 
determinado gene, isto é, quanto mais cópias existirem dele no início da reação, 
mais precocemente ocorrerá a amplificação e consequentemente, menor será o 
Ct (Erro! Fonte de referência não encontrada.9). 
Tabela 2. Primers utilizados na identificação do gene SRY 
 
 
Figura 9. Gráfico ilustrativo de amplificação do qPCR (ct-cycle threshold) 
 
Primers Sequência do Primer (5’- 3’) 
SRY_109F TGGCGATTAAGTCAAATTCGC 
SRY_245R  CCCCCTAGTACCCTGACAATGTATT  
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Todas as amostras foram preparadas em 12 μl de volume final; sendo 6 μl 
do reagente SYBR Green PCR Máster Mix®, 3ul de cffDNA de cada amostra e a 
concentração ótima de primer determinada (Erro! Fonte de referência não 
encontrada.2). Em todas as placas foram pipetados controles negativos (NTC), 
ou seja, foram feitos poços contendo água estéril em substituição à amostra. 
Além disso foram adicionados para cada reação um controle positivo que se 
tratava de um DNA extraído de um homem adulto, ou seja, uma amostra contendo 
o cromossomo Y. As reações foram realizadas em placas de 96 poços (Sorenson, 
BioScience Inc) com tampas plásticas que permitem a passagem da luz. O 
programa foi iniciado a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos: 95 °C por 15 
segundos e 60°C por 1 minuto. Ao final de uma amplificação normal adiciona -se 
um passo de 20 minutos, no qual a temperatura aumenta gradualmente de 60° 
para 95°C. À medida que os produtos gerados por PCR desnaturam com o 
aumento de temperatura, cai o sinal fluorescente do SYBR Green. O gráfico 
resultante permite verificar se há um ou mais produtos de PCR presentes em 
cada reação, devido a diferenças de Tm (temperatura de fusão ou melting 
temperature) entre os produtos de PCR causadas pelo número e  composição de 
bases de cada produto.  
 
3.3.6 Padronização do primer SRY para sexagem fetal em qPCR por SYBR 
Green  
 Determinação do sexo através de qPCR para a análise quantitativa em 
tempo real, com SYBR Green, para o gene SRY.  
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Em relação a concentração dos primers, a primeira etapa da padronização 
de qPCR foi a determinação da concentração mínima suficiente de primer a 
utilizar na reação, que permite a duplicação de todas as cópias do material a 
cada ciclo de reação. Desta forma, utilizando a mesma quantidade  de amostra, 
foram feitas reações contendo cada um dos primers (sense e anti -sense) nas 
concentrações finais de 75nM, 150 nM e 300 nM. A concentração ideal foi aquela 
em que o gene de interesse obteve o menor valor de Ct (ciclo de threshold), ou 
seja, foi a concentração em que o gene foi amplificado mais precocemente. Para 
o gene SRY, a melhor concentração foi de 150 nM.  
 
3.3.7 Teste de eficiência dos métodos de extração de cffDNA 
Para testar a eficiência e validar os métodos de extração de cffDNA, assim 
como a posterior validação diagnóstica, foi utilizado como marcador o gene SRY. 
No teste, simulamos a presença do cffDNA masculino (cromossomo Y) no 
plasma materno, presente fisiologicamente nas gestações de bebês do sexo 
masculino, através de mistura de plasma de voluntárias mulheres com DNA de 
voluntário masculino de concentração já conhecida.  
Foram coletadas cinco amostras de sangue de mulheres não gestantes 
através de punção venosa para obtenção de plasma, cada mulher doou quatro 
tubos de sangue com anticoagulante EDTA, cada um contendo aproximadamente 
4 mL de sangue. As amostras foram centrifugadas de acordo com a 
padronização, já citada anteriormente, para a etapa de centrifugação.  
Em seguida, foram separados 4 mL de plasma de cada amostra das 
respectivas voluntárias, e à estas foi adicionado 100 ng/uL de DNA masculino 
(XY), e essa mistura foi submetida a extração de DNA circulante, a través dos 
quatro métodos citados neste estudo.  
Após a extração, todas as amostras foram submetidas a técnica qPCR para 
a pesquisa do SRY e análise dos ciclos de amplificação.  
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3.3.8 Detecção do Polimorfismo (TA)n – síndrome de Gilbert – Genotipagem  
 Os polimorfismos no gene UGT1A1 foram investigados no equipamento 
3500 ABI (Life Technologies Corporation), e analisados pelo software  
GeneMapper® para análise de fragmentos.  
Para analisar o polimorfismo na região promotora do gene UGT1A1, um 
produto de amplificação foi gerado pela reação em cadeia da polimerase (PCR) 
para posterior realização de sequenciamento automático. A reação de P CR foi 
padronizada contendo: 0,5μl de DNA genômico 50ng/ul; 0,8μl de primer sense 
marcado com fluoróforo FAM (5μM); 0,8μl do primer antisense não marcado 
(10μM); 3,0μl de Buffer 10X; 1,3μl de MgCl2 50 mM; 3,0μl de dNTP 1,25 mM; 
0,4μl de taq 5U/μl; para o volume final de 30,0μl (completar com H2O estéril).  
A amplificação foi realizada em um termociclador e as condições da reação 
foram as seguintes: desnaturação inicial a 94°C por 5 minutos, seguidos por 35 
ciclos que consistem em desnaturação a 94°C por 30 segundos, anelamento a 
57°C por 40 segundos e extensão a 72°C por 25 segundos, seguido por um ciclo 
de extensão final a 72°C por 5 minutos.           
O produto amplificado tem um tamanho variando de 96 a 102 pb. A 
sequência dos primers (Tabela 3) foi descrita por Monaghan et al., (1996), e 
modificadas para aplicação da técnica.  
Processamento: em uma placa de 96 amostras, foi utilizado 1μL do produto 
da PCR marcada e adicionado a uma mistura contendo 8,7μl de formamida. Em 
seguida foi acrescentado 0,3μl de marcador GS -350ROX.  
As amostras foram desnaturadas a 95°C por 3 minutos antes de serem 
colocadas no equipamento. Em seguida, os produtos da PCR purificados foram 
sequenciados em um sequenciador automático da marca 3500 ABI (Life 
Technologies Corporation), conforme instruções do fabricante. Para determinar 
o número de repetições TA na região promotora do gene UGT1A1, as sequências 
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obtidas foram comparadas com o marcador de peso molecular GS500LIZ, 
utilizando o software Gene Mapper, v 4.1. 
  
Tabela 3. Primers utilizados na amplificação da região promotora do gene UGT1A1 
  
  
 
As sequências utilizadas são referentes ao locus do gene UGT1A1 depositadas 
no banco de dados NCBI (ID:AF297093).  
 
3.4 Interpretação dos resultados referentes à síndrome de Gilbert  
 
Figura 10. Interpretação de genótipos para Síndrome de Gilbert 
Primers Sequência do Primer (5’- 3’) Posição 
UGT1A1 (S) *FAM  GTCACGTGACACAGTCAAAC 174939 
UGT1A1 (AS) TTTGCTCCTGCCAGAGGTT 175036 
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3.5  Acompanhamento de Participantes 
 A pesquisa não incluiu acompanhamento clínico das gestantes, porém, 
contatos pessoais e telefônicos foram informados, em possíveis casos de 
interrupções e desfechos inesperados das gestações, que poderiam caracterizar 
critérios e causas de descontinuação ao estudo. Após o nascimento do bebê foi 
realizada a coleta de material biológico (mucosa bucal), e confirmação do teste 
molecular. A coleta foi realizada até o dia do teste de triagem neonatal, 
popularmente conhecido como teste do pezinho, considerando que a mãe 
receberia liberação hospitalar (saída do Alojamento Conjunto ou PATOB – 
Patologia Obstétrica) somente após esse teste.  
 
3.6  Controle de Qualidade 
O controle de qualidade foi realizado em todas as etapas do estudo, 
começando pela técnica padronizada de forma criteriosa para extração de cffDNA 
e utilização de testes de validação dos métodos de extração com a mistura de 
DNA masculino ao plasma de voluntárias não gestantes.  
 Os dados obtidos através de consulta aos prontuários médicos e entrevista 
com as pacientes selecionadas, após revisão visual dos dados coletados e 
digitados foram devidamente organizados e estruturados em planilhas no Excel, 
para melhor adequação. Toda informação pertinente aos participantes da 
pesquisa, ficaram unicamente incumbidos à equipe vinculada ao presente estudo.  
De acordo com a Resolução nº 340/2004 item III.7, "todo indivíduo pode ter 
acesso a seus dados genéticos, assim como, tem direito de retirá -los de bancos 
onde se encontrem armazenados, a qualquer momento”.  
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3.7  Processamento e Análise dos Dados 
 
Os dados da pesquisa foram registrados em computador pessoal em 
formato de tabela. Os dados obtidos com as amostras de cffDNA, extraídos do 
sangue periférico das gestantes, foram validados por comparação com os dados 
obtidos com o DNA extraído das amostras de mucosa bucal dos recém-nascidos, 
com uma expectativa de similaridade maior ou igual a 99%. A comparação entre 
os grupos de amostras foi realizada por teste do  x2. 
 
 
Conforme Klein e cols. (1987), os seguintes indicadores podem ser 
calculados pela comparação dos resultados da tabela: 
Sensibilidade: a/(a+c) 
Capacidade de detecção dos indivíduos verdadeiramente positivos (patológicos);  
Especificidade: d/(b+d) 
Capacidade de detecção dos indivíduos verdadeiramente negativos (sadios);  
Prevalência (real): (a+c)/N 
Função dos resultados do teste com cffDNA; 
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Prevalência estimada (teste): (a+b)/N 
Só é igual a prevalência real, quando (a + c) e (a + b) forem idênticas, ou seja, 
quando há tantos falsos positivos quanto falsos negativos ou quando, 
simplesmente, nenhum erro de classificação é cometido; 
Valor preditivo positivo: a/(a+b) 
É a proporção de doentes entre os positivos pelo teste;  
Valor preditivo negativo: d/(c+d) 
É a proporção de sadios (sem a doença) entre os negativos ao teste;  
Classificação correta (acurácia): (a+d)/N 
Referente ao grau em que o teste é capaz de determinar o verdadeiro valor do 
que está sendo medido; 
Classificação incorreta: (b+c)/N 
Avaliação dos erros. 
  
3.8  Aspectos Éticos da Pesquisa 
O protocolo de pesquisa apresentado segue os princípios enunciados na 
Declaração de Helsinque, assim como as determinações estabelecidas pelo 
Conselho Nacional de Saúde (resoluções 466/12 e 340/04).  
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4  RESULTADOS 
 
4.1  Eficiência dos métodos de extração de cffDNA 
Para demonstrar a eficiência dos métodos testados, foram avaliadas as 
extrações de DNA das amostras de 32 mulheres com idade gestacional acima de 
30 semanas. Todas as amostras foram submetidas aos quatro métodos. O kit 
comercial apresentou melhor concentração uma vez que, o seu valor médio de ct 
(24) foi menor que as médias de ct dos demais métodos. Deve-se considerar que, 
para a extração realizada com o kit comercial, a quantidade de amostra utilizada 
foi de 4 mL, enquanto que, para os outros métodos a quantidade de plasma 
utilizado foi de 500 uL, o que justificaria esta amplificação tão precoce quando 
comparado aos demais métodos (Figura 11).  
No teste de simulação da presença do cffDNA masculino (cromossomo Y) 
no plasma materno o kit comercial apresentou o ct mínimo de 24 e o máximo (ct 
mais tardio) 30, enquanto que para os outros métodos o ct mínimo ficou entre 24 
para THP, 32 para NaI (6M) e 24 para tp PK, e o máximo de 32, 36, e 26, 
respectivamente.  
Através da análise qPCR utilizando o marcador SRY, foi possível observar 
que todas as cinco amostras amplificaram quando foram extraídas utilizando o 
kit comercial, já nos três métodos in house pelo menos uma amostra não 
amplificou, não sendo detectável (Tabela 4). 
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Figura 11. Avaliação da extração de cffDNA obtidas em cada método, através da extração do cffDNA 
 
 
Tabela 4. Resultados do teste de eficiência dos métodos de extração de cffDNA, ciclo 
de amplificação (ct) entre 24 e 36 
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4.2  Sexagem fetal por SRY 
 
Foram realizadas análise para sexagem fetal em 178 gestantes com idade 
gestacional de 8 a 36 semanas, foram positivas para o gene SRY 78 gestantes, 
ou seja, fetos do sexo masculino, e para o sexo feminino (XX) 100 resultados, 
que foram confirmados pós-nascimento ou por ultrassonografia (Figuras 12 e 13).  
As amostras destas gestantes mostraram ciclos de amplificações (ct) para 
SRY entre 28 e 36, semelhante aos valores descritos em outros trabalhos (Tabela 
5). A amplificação do gene SRY apresentou uma curva de melting de 77ºC 
confirmando que o fragmento amplificado era correspondente ao gene SRY. Essa 
amplificação apresentou-se eficiente para todas as idades gestacionais avaliadas 
neste trabalho, desde as idades gestacionais mais precoces (8 semanas), até as 
mais avançadas (36 semanas).  
 
 
Figura 12. Representação de ct para análise de sexagem fetal (gene SRY), demonstrando 3 casos em diferentes idades 
gestacionais, para o sexo feminino (XX) não há amplificação.  
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Figura 13. Análise da curva de melting do gene SRY, primeiro parâmetro a ser analisado, formação de picos com 
temperatura relativa ao produto de amplificação (~77ºC) 
 
Tabela 5. Comparação de testes realizados para sexagem fetal, utilizando o gene SRY 
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A média dos valores cts foram: kit comercial 28; THP 31; NaI 32 e Tp Prot 
K 32. Com relação aos resultados positivo as técnicas apresentaram uma 
eficiência de 94% para extração de DNA fetal por kit comercial; 88% de eficiência 
para o método THP; 75% de eficiência para o método NaI e 83% para o método 
Tp Prot K (Tabela 6).  
 
Tabela 6. Comparativo de eficiência dos métodos de extração 
Kit 
comercial   THP NaI Tp Prot K 
94% 88% 75% 83% 
 
4.3  Genotipagem para Síndrome de Gilbert   
As amostras de cffDNA extraídas através de kit comercial, Tp Prot K e as 
amostras de DNA extraídas de saliva (mãe e RN) foram submetidas à análise de 
genotipagem, para detecção de Síndrome de Gilbert, conforme resultados 
descritos (Figura 14).  Em resumo, para o kit comercial cerca de 40 amostras 
cffDNA apresentaram o mesmo genótipo das amostras de DNA extraídas da 
saliva da mãe, 6 amostras  cffDNA apresentaram o mesmo genótipo das amostras 
de DNA extraídas da saliva do RN e 34 amostras cffDNA apresentaram o genótipo 
similar à ambas as amostras de DNA (mãe e RN).   
Para o protocolo o Tp PK, 31 amostras apresentaram o mesmo genótipo 
das amostras de DNA extraídas da saliva da mãe, 8 amostras apresentaram o 
mesmo genótipo das amostras de DNA extraídas da saliva do RN e 26 amostras 
apresentaram o similar ao genótipo de ambas as amostras de DNA (mãe e RN) .   
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Figura 14.  Marcador de peso molecular GS500LIZ: fragmentos 35, 50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 250, 300, 340, 350, 
400, 450, 490 e 500 nucleotídeos. Na figura estão discriminados: 160, 200, 250, 300, 340, 350 e 400 
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4.4  Custo estimado por técnica 
Na tabela a seguir, a descrição dos cálculos referentes ao custo para cada 
técnica utilizada neste estudo (Tabela 7): 
 
Tabela 7. Orçamento de reagentes: 
 
* Nessa descrição dos cálculos referentes ao custo em cada técnica utilizada, 
para o kit comercial, o cálculo foi de acordo com o valor do kit, R$100,00/amostra. 
Para os outros métodos, foram calculados os reagentes utilizados, sem 
considerar, equipamentos e materiais laboratoriais de uso comum. 
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5  DISCUSSÃO 
 
 A rápida adoção de testes baseados em cffDNA em diversos países sugere 
uma mudança de paradigma na triagem pré-natal. As organizações profissionais, 
como o Colégio Americano de Obstetras e Ginecologistas e da Sociedade 
Internacional de Diagnóstico Pré-Natal já recomendam o uso de testes baseados 
em cffDNA como forma de rastreamento não invasivo para aneuploidias fetais em 
mulheres de alto risco. Considerando a extrema importância da utilização do 
cffDNA para diagnóstico pré-natal não invasivo e o elevado custo dos kits 
comerciais, o presente estudo, avaliou três métodos de extração de cffDNA com 
intuito de estabelecer uma técnica eficiente e de baixo custo.  
Para avaliar a eficiência e a qualidade das três técnicas foi utilizado o valor 
médio de ct gerado pelo equipamento de qPCR das amostras extraídas em cada 
método e comparado com o valor médio obtido pelas amostras extraídas pelo Kit 
comercial.  
Na primeira etapa de avaliação foram util izadas amostras de plasma de 
mulheres não gestantes, aos quais foram adicionados DNA extraído de 
voluntários masculinos, com o intuído de simular o cffDNA. Os três métodos 
apresentaram-se eficientes para recuperação do DNA masculino livre no plasma, 
sendo que o método Tp PK foi o que apresentou maior similaridade com o kit 
comercial (média de ct 25,0 ± 1,15 e 25,6 ± 2,6 respectivamente) enquanto os 
métodos NaI e THP apresentaram média de ct (34 ± 1,63 e 28 ± 2,82).  
Na segunda etapa de avaliação foram utilizadas amostras de plasma de 32 
voluntárias gestantes com idade gestacional menor de 20 semanas, destas, 10 
apresentavam idade gestacional entre 8 a 9 semanas. Sabe-se que, após 9 
semanas de gestação, a fração fetal representa entre 10% e 20% de cffDNA total 
na circulação materna e a fração fetal aumenta ao longo da gestação, 
especialmente após 21 semanas (Wang et al., 2013). Assim, nesta etapa foi 
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possível avaliar que mesmo com quantidades mínimas de cffDNA na circulação 
materna, foi possível identificar o gene SRY em 13/32 amostras. Os 32 resultados 
(13 masculinos e 19 femininos) foram 100% confirmados pós nascimento.  
Na terceira etapa de avaliação foram utilizadas amostras de plasma de 178 
gestantes com idade gestacional superior a 20 semanas. Os resultados indicam 
que as amostras extraídas apresentaram uma eficiência de 94% para extração  
de DNA fetal por kit comercial; 88% de eficiência para o método THP; 75% de 
eficiência para o método NaI e 83% para o método Tp Prot K (método de extração 
por tampão de proteinase K). A maior eficiência com o kit comercial 
provavelmente se deve ao fato de que o protocolo utilizado, recomenda a 
utilização com 4ml de plasma. 
Na quarta etapa de avaliação foram realizadas analise para o polimorfismo 
na região promotora do gene UGT1A1. Os métodos por NaI e THP não 
apresentaram resultados possíveis de serem analisados. Na técnica de NaI ao 
utilizar o NaI e PEG8000 e no THP devido a aglutinação das proteínas durante o 
aquecimento pode ter ocorrido uma maior precipitação de proteínas e outros 
agentes que podem inibir a reação de PCR.  
 As amostras extraídas tanto por meio do kit comercial como método de Tp 
Prot K foram possíveis de serem avaliadas para o polimorfismo na região 
promotora do gene UGT1A1. No entanto, apresentaram uma baixa eficiência uma 
vez que grande parte das amostras de cffDNA (48% em ambas as técnicas) 
apresentaram um genótipo igual ao genótipo das amostras de DNA extraídas da 
saliva da mãe. Apenas 7% das amostras extraídas por kit e 12% por PK 
apresentaram o mesmo genótipo obtido com as amostras de DNA extraídas da 
saliva do RN. As demais amostras de cffDNA 44% (Kit comercial) e 40% (PK) 
apresentaram genótipos iguais ao da mãe e do RN o que não permite concluir se 
esse resultado foi devido ao cffDNA do RN ou a uma contaminação pelo DNA 
materno uma vez que ambos apresentaram o mesmo genótipo.  
Diferentemente da técnica de sexagem que avaliou a presença do gene 
SRY (ausentes no sexo feminino), a análise para o polimorfismo na região 
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promotora do gene UGT1A1 permitiu verificar que, embora fosse possível extrair 
uma quantidade significativa de cffDNA, as amostras apresentaram uma 
contaminação por DNA materno.  Essa contaminação pode ter ocorrido durante 
a coleta onde possivelmente ocorreu uma lise exagerada das células materna 
não sendo possível de eliminar durante as centrifugações. Outra possibilidade 
seria uma centrifugação ineficiente para eliminar todas células maternas.  
A análise para o polimorfismo na região promotora do gene UGT1A1 
permitiu verificar a necessidade de um refinamento das técnicas, nas etapas 
iniciais como coleta do sangue materno e separação do plasma, para diminuir a 
contaminação por DNA materno. No entanto os dados obtidos pela sexagem 
permitem concluir que os métodos avaliados são promissores para a  obtenção 
de cffDNA.  
Além das análises utilizando marcadores moleculares, foi demonstrado as 
diferenças nos custos gerados em cada método utilizado.  O kit comercial 
sobressai em seu alto custo, enquanto os três métodos destacam-se em seus 
valores acessíveis. A demonstração de valores não está sendo baseada em 
equipamentos de uso comum em laboratório, mas apenas em reagentes 
bioquímicos (Tabela 9). Com adequação do método de extração o diagnóstico 
pré-natal não invasivo, apresentado neste projeto de pesquisa, tem grande 
possibilidade de ser implantado na Unidade de saúde pública e assim, torna r-se 
acessível a um número maior na população. 
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6  CONCLUSÃO 
 
Considerando os objetivos deste projeto de pesquisa, em métodos de extração 
para análise de DNA fetal em plasma materno (cffDNA), é possível concluir: 
 Os métodos estudados e avaliados na pesquisa mostraram-se promissores, 
para serem empregados em testes de triagem neonatal e assim, 
favorecerem na detecção precoce de doenças; 
  
 Através da análise do cffDNA, foi possível determinar o genótipo do feto 
para os polimorfismos do gene UGT1A1, e confirmar, através do DNA 
extraído do recém-nascido (mucosa bucal); 
  
 Utilizando marcadores para o cromossomo Y (SRY), foi possível determinar 
o sexo fetal, com a análise do cffDNA e confirmação pós-nascimento; 
 
 Através deste estudo, foi possível utilizar técnicas de baixo custo para 
extração de DNA fetal em plasma materno. 
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8  APÊNDICES 
 
Autorização para realização da pesquisa 
Laboratório de Hemoglobina e Genoma - HEMOCENTRO 
 Autorizo a realização neste laboratório, do presente projeto de pesquisa “Diagnóstico 
pré-natal não invasivo aplicado à síndrome de Gilbert” , sob a responsabilidade da 
pesquisadora Telma Velozo Cordeiro de Oliveira, e seus coordenadores: Drº Andrey dos 
Santos e Drª Maria Laura Costa do Nascimento, tendo como objetivo implantar a técnica de 
triagem neonatal utilizando o DNA fetal livre, presente na circulação de gestantes 
acompanhadas no Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti CAISM/UNICAMP.  
Para o desenvolvimento da pesquisa o laboratório dispõe da infraestrutura 
necessária para tal. Ciente de que sua metodologia será desenvolvida conforme a 
resolução CNS nº 466 de 2012 e das demais resoluções complementares. 
 
 
 
__________________________________________________  
Drº Fernando Ferreira Costa  
Responsável pelo Laboratório 
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Declaração da Inst. Co-Participante/CAISM-Departamento da Obstetrícia 
Autorizo a realização de parte da pesquisa intitulada “Diagnóstico pré -natal não 
invasivo aplicado à síndrome de Gilbert” nesta unidade. A ciência da instituição possibilita a 
realização dessa pesquisa, que tem como objetivo implantar o diagnóstico pré-natal não 
invasivo por meio da análise do DNA fetal circulante na corrente sanguínea da gestante.  A 
gestante autorizará a coleta de amostra de sangue (volume aproximado de 20mL) e coleta  
de saliva (gestante e bebê) mediante ao preenchimento de um questionário e do Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido, podendo a mesma sair do estudo a qualquer momento, 
e essa decisão não causará nenhuma penalidade e isto não prejudicará seu 
acompanhamento no CAISM. 
A pesquisa será realizada por Telma Velozo Cordeiro de Oliveira (pesquisadora 
principal), aluna devidamente matriculada no curso Clínica Médica – FCM/UNICAMP, e 
orientada por Drº Andrey dos Santos (Hemocentro/Lab. de Hemoglobina e Genoma) e sua 
co-orientadora: Drª Maria Laura Costa do Nascimento (Obstetrícia DGT/CAISM) a fim de 
desenvolver a dissertação de mestrado.  
No entanto os pesquisadores garantem que os materiais e dados coletados serão 
utilizados e armazenados exclusivamente para os fins previstos no protocolo de pesquisa.  
Declaro ter lido e concordar com o procedimento proposto para o desenvolvimento do 
estudo. 
____________________________________________ 
Prof. Dr. Belmiro Gonçalves Pereira 
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Check List 
 
 SIM NÃO 
Maior de 18 anos   
Gestação única ou gemelar monocoriônica   
Idade gestacional ≥ 20 semanas   
Grau de compreensão adequado frente aos 
questionamentos do pesquisador 
  
 
 
Se todas as questões forem respondidas como “SIM”, o participante será incluído no estudo.  
 
Ciente sobre as informações prestadas neste documento: 
 
Participante de pesquisa:________________________________________ 
 
 
________________________________________________ 
Assinatura da participante de pesquisa 
 
Campinas,......./......../......... 
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          FCM – Faculdade de Ciências Médicas             
Programa de Pós-Graduação em Clínica Médica 
Universidade Estadual de Campinas 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO: grupo de gestantes 
 
Título do projeto de pesquisa: “Diagnóstico pré-natal não invasivo aplicado à síndrome 
de Gilbert (UGT1A1-28)” 
Pesquisadora Responsável: Telma Velozo Cordeiro de Oliveira (Biomedicina)  
Orientador: Drº Andrey dos Santos (Biologia) 
Co-Orientadora: Drª Maria Laura Costa do Nascimento (Medicina Obstetrícia)  
 
Você está sendo convidada a participar como voluntária de uma pesquisa. Este 
documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus 
direitos e deveres como participante e é elaborado em duas vias, uma que deverá ficar com 
você e outra com a pesquisadora. Você e seu bebê foram selecionados porque NÃO são 
portadores de nenhuma doença, sendo assim, podem fazer parte deste estudo.   
Justificativa e objetivos: é um estudo que busca melhorar o diagnóstico para a detecção da 
síndrome de Gilbert em recém-nascidos, que é uma alteração genética em que ocorre discreta 
icterícia ou “amarelão”, diferente daquele que desaparece quando o bebê recebe banho de 
luz, ou banho de sol, neste caso a icterícia não desaparece, mas sem causar grandes 
problemas na vida da pessoa. Apesar de não ser uma doença grave, é importante identificá-
la para que a criança não precise fazer outros exames mais caros e mais demorados, e 
confundir com outras doenças graves que também causam icterícia (cor amarelada na pele). 
Para essa pesquisa será utilizado um procedimento que utiliza o sangue da mãe, e não causa 
nenhuma dor para o bebê. Considerando, através de estudos científicos sabe-se que, durante 
a gestação ocorre passagem de uma pequena quantidade de células do bebê para o sangue 
da mãe, a análise dessas células permite examinar o DNA do bebê, durante a gravidez, por 
meio de um exame sem riscos. Mesmo se tratando de gestante e bebê saudáveis, o sangue 
será utilizado para extração de DNA para realizar os seguintes exames:  
 Comparação com sangue de portadores da alteração genética estudada; 
 Diagnóstico para síndrome de Gilbert (“pele amarelada”, considerada inofensiva em 
adultos) através do sangue da mãe e após o nascimento do bebê, confirmação através 
da coleta de saliva (sem causar dor ao bebê). 
Procedimentos: a amostra de sangue será utilizada para extração do DNA para realizar 
o seguinte procedimento: retirada de sangue para extração do DNA e para descoberta da 
possível patologia (Síndrome de Gilbert). 
Riscos e desconfortos: os riscos dessa coleta são os mesmos de uma coleta para qualquer 
exame deste tipo: a dor da picada da agulha e algumas vezes um hematoma (ou mancha 
roxa) no local. Essa coleta será realizada em uma veia do braço.  
Benefícios: todo o procedimento contribuirá para o desenvolvimento de tratamentos mais 
eficazes para doenças genéticas. 
Acompanhamento e assistência: sua participação não é obrigatória, você pode desistir de 
participar do estudo a qualquer momento, e essa decisão não prejudicará seu atendimento 
médico atual ou futuro nas instituições envolvidas nesta pesquisa. A prestação de assistência 
será imediata, integral, gratuita e pelo tempo que for necessário em caso de danos 
decorrentes direta ou indiretamente da participação neste estudo, sem ônus de qualquer 
espécie á você participante da pesquisa. Ressalta-se que é de responsabilidade do 
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pesquisador, do patrocinador do estudo e das instituições participantes, a prestação de 
assistência imediata, integral e o acompanhamento ao participante. 
Sigilo e privacidade: você tem a garantia de que sua identidade será mantida em sigilo, 
informação sobre dados individuais, resultados de exames e testes, bem como do prontuário, 
somente serão acessíveis á equipe de pesquisadores. Na divulgação dos resultados desse 
estudo, os dados somente poderão ser passados a terceiros depois de anonimizados, ou 
seja, seu nome não será citado. 
Ressarcimento: a pesquisa será feita durante a permanência do participante na UNICAMP, 
por motivo de acompanhamento médico anterior ou habitual, não sendo necessário o 
comparecimento em outras datas e horários. 
Armazenamento de material biológico (resolução: 441/2011 CNS/MS):  o material 
biológico será utilizado somente para os objetivos propostos, ao final da pesquisa será 
descartado; 
Resultado dos exames: quaisquer esclarecimentos sobre o resultado e diagnóstico de 
Gilbert serão prestados pela obstetra responsável, Dra Maria Laura Costa do Nascimento e 
os pesquisadores, durante reuniões que serão pré-agendadas por meio de contato telefônico 
(estabelecidas a cada 3 meses ou quando você achar necessário). Você também poderá 
realizar o contato pelo número de telefone/email que consta no final deste documento. 
Consulta ao prontuário médico: outras informações necessárias para esta pesquisa 
poderão ser consultadas em seu prontuário médico, somente após sua autorização. A 
consulta será feita pela Co-orientadora deste projeto e Obstetra responsável pelo 
acompanhamento das gestantes, Dra Maria Laura Costa do Nascimento.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                        
                                   
 
      
                                      
 
 
 
 
 
 
Contato: em caso de dúvidas sobre o estudo, você poderá entrar em contato com a 
pesquisadora responsável, endereço: Carlos Chagas, 480 Cidade Universitária-Campinas, 
contato telefônico: (019) 3521-8657 (Laboratório de Hemoglobina e Genoma-Hemocentro), 
em horário comercial, ou por e-mail: telmavelozo@gmail.com.  
Esclarecimentos sobre os aspectos éticos da pesquisa, entrar em contato com a 
secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP), responsável pela avaliação e 
acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos, 
 
 
Concordo em participar do presente estudo;  
AUTORIZO o armazenamento do meu material biológico, que será descartado ao fin al desta 
pesquisa;  
AUTORIZO a consulta e utilização dos dados existentes em meu prontuário médico, somente para 
ser utilizado neste projeto de pesquisa.  
 
_________________________ 
(rubrica do participante de pesquisa) 
 
Não concordo com a coleta de saliva do 
meu bebê, logo após o nascimento. 
 
_________________________ 
(rubrica do participante de pesquisa) 
 
Concordo com a coleta de saliva do meu 
bebê, logo após o nascimento. 
 
_________________________ 
(rubrica do participante de pesquisa) 
 
Concordo em participar do presente estudo; 
NÃO AUTORIZO o armazenamento do meu material biológico, mesmo que seja descartado ao final 
desta pesquisa;  
NÃO AUTORIZO a consulta e utilização dos dados existentes em meu prontuário médico.  
 
_________________________ 
(rubrica do participante de pesquisa) 
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visando a salvaguardar a dignidade, os direitos, a segurança e o bem-estar dos participantes 
da pesquisa. Situado em: Rua Tessália Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas–
SP; telefone (19) 3521-8936; fax (19) 3521-7187; e-mail:cep@fcm.unicamp.br. Horário de 
atendimento: 08:30 às 11:30 - 13:00 às 17:00. 
Consentimento livre e esclarecido: 
Após ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, 
métodos, benefícios previstos, potenciais de riscos e o incômodo que esta possa acarretar, 
aceito participar: 
Nome:............................................................................................................. ............ 
Idade: [      ]                 
Endereço:...................................................................................................................  
Cidade:....................................................... Telefone:................................................. 
e-mail:....................................................................................................................... . 
 
Responsabilidade do Pesquisador: 
Asseguro ter cumprido as exigências da resolução 466/2012 CNS/MS e 
complementares na elaboração do protocolo e na obtenção deste Termo de Consentimento 
Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via deste documento 
ao participante. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa 
exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento 
dado pelo participante de pesquisa. 
 
...................................................................... 
Assinatura do participante de pesquisa 
 
 
 
 
Assinatura dos pesquisadores envolvidos: 
Pesquisadora Principal (Telma V.C. de Oliveira)...................................................................  
Orientador da Pesquisa (Drº Andrey dos Santos).................................................................. 
Co-orientadora da Pesquisa (Drª Maria Laura C. do Nascimento).......................................... 
 
Campinas,.......... / ............ / .......... 
 81 
 
         FCM – Faculdade de Ciências Médicas            
Programa de Pós-Graduação em Clínica Médica 
Universidade Estadual de Campinas 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO: participante de pesquisa 
 
Título do projeto de pesquisa: “Diagnóstico pré-natal não invasivo aplicado à síndrome 
de Gilbert (UGT1A1-28)” 
Pesquisadora Responsável: Telma Velozo Cordeiro de Oliveira (Biomedicina)  
Orientador: Drº Andrey dos Santos (Biologia) 
Co-Orientadora: Drª Maria Laura Costa do Nascimento (Medicina Obstetrícia)  
 
Você está sendo convidado a participar como único voluntário deste estudo. Este 
documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus 
direitos e deveres como participante e é elaborado em duas vias, uma que deverá ficar com 
você e outra com a pesquisadora. Você foi selecionado como único indivíduo que não 
apresenta nenhuma doença, sendo assim, pode fazer parte deste estudo como controle 
saudável.  
Justificativa e objetivos: é um estudo que busca melhorar o diagnóstico para a detecção da 
síndrome de Gilbert em recém-nascidos, que é uma alteração genética em que ocorre discreta 
icterícia ou “amarelão”, diferente daquele que desaparece quando o bebê recebe banho de 
luz, ou banho de sol, neste caso a icterícia não desaparece, mas sem causar grandes 
problemas na vida da pessoa. Apesar de não ser uma doença grave, é importante identificá -
la para que não precise fazer outros exames mais caros e mais demorados, e confundir com 
outras doenças graves que também causam icterícia (cor amarelada na pele). Considerando, 
através de estudos científicos sabe-se que, durante a gestação ocorre passagem de uma 
pequena quantidade de células do bebê para o sangue da mãe, a análise dessas células 
permite examinar o DNA do bebê, durante a gravidez, por meio de um exame sem riscos. O 
sangue será utilizado para extração de DNA para realizar os seguintes exames:  
 Comparação com sangue de portadores da alteração genética estudada;  
 Diagnóstico para síndrome de Gilbert (“pele amarelada”, considerada inofensiva em 
adultos). 
Procedimentos: A amostra de sangue será utilizada para extração do DNA para realizar o 
seguinte procedimento: retirada de sangue para extração do DNA e para descoberta da 
possível patologia (Síndrome de Gilbert). 
Riscos e desconfortos: os riscos dessa coleta são os mesmos de uma coleta para qualquer 
exame deste tipo: a dor da picada da agulha e algumas vezes um hematoma (ou mancha 
roxa) no local. Essa coleta será realizada em uma veia do braço.  
Benefícios: todo o procedimento e sua participação contribuirão para o desenvolvimento de 
tratamentos mais eficazes para doenças genéticas. 
Acompanhamento e assistência: sua participação não é obrigatória, você pode desistir de 
participar do estudo a qualquer momento, e essa decisão não prejudicará seu atendimento 
médico atual ou futuro nas instituições envolvidas nesta pesquisa. A prestação de assistência 
será imediata, integral, gratuita e pelo tempo que for necessário em caso de danos 
decorrentes direta ou indiretamente da participação neste estudo, sem ônus de qualquer 
espécie á você participante da pesquisa. Ressalta-se que é de responsabilidade do 
pesquisador, do patrocinador do estudo e das instituições participantes, a prestação de 
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assistência imediata, integral e o acompanhamento; 
Sigilo e privacidade: você tem a garantia de que sua identidade será mantida em sigilo, 
informação sobre dados individuais, resultados de exames e testes, bem como do prontuário, 
somente serão acessíveis á equipe de pesquisadores. Na divulgação dos resultados desse 
estudo, os dados somente poderão ser passados a terceiros depois de anonimizados, ou 
seja, seu nome não será citado. 
Ressarcimento: a pesquisa será feita durante a permanência do participante na UNICAMP, 
por motivo de acompanhamento médico anterior ou habitual, não sendo necessário o 
comparecimento em outras datas e horários. 
Armazenamento de material biológico (resolução: 441/2011 CNS/MS):  o material 
biológico será utilizado somente para os objetivos propostos, ao final da pesquisa será 
descartado. 
Resultado dos exames: quaisquer esclarecimentos sobre o resultado e diagnóstico de 
Gilbert serão prestados pela obstetra responsável, Dra Maria Laura Costa do Nascimento e 
os pesquisadores, durante reuniões que serão pré-agendadas por meio de contato telefônico 
(estabelecidas a cada 3 meses ou quando você achar necessário). Você também poderá 
realizar o contato pelo número de telefone/email que consta no final deste documento. 
Consulta ao prontuário médico: outras informações necessárias para esta pesquisa 
poderão ser consultadas em seu prontuário médico, somente após sua autorização. A 
consulta será feita pela Co-orientadora deste projeto e Obstetra responsável pelo 
acompanhamento das gestantes, Dra Maria Laura Costa do Nascimento.  
 
 
 
 
 
 
 
Concordo em participar do presente estudo;  
AUTORIZO o armazenamento do meu material biológico, que será descartado ao fin al desta 
pesquisa;  
 
_________________________ 
(rubrica do participante de pesquisa) 
 
Concordo em participar do presente estudo; 
NÃO AUTORIZO o armazenamento do meu material biológico, mesmo que seja descartado ao final 
desta pesquisa;  
 
_________________________ 
(rubrica do participante de pesquisa) 
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Contato: em caso de dúvidas sobre o estudo, você poderá entrar em contato com a 
pesquisadora responsável, endereço: Carlos Chagas, 480 Cidade Universitária-Campinas, 
contato telefônico: (019) 3521-8657 (Laboratório de Hemoglobina e Genoma-Hemocentro), 
em horário comercial, ou por e-mail: telmavelozo@gmail.com.  
Esclarecimentos sobre os aspectos éticos da pesquisa, entrar em contato com a 
secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP), responsável pela avaliação e 
acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos, 
visando a salvaguardar a dignidade, os direitos, a segurança e o bem-estar dos participantes 
da pesquisa. Situado em: Rua Tessália Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas–
SP; telefone (19) 3521-8936; fax (19) 3521-7187; e-mail:cep@fcm.unicamp.br. Horário de 
atendimento: 08:30 às 11:30 - 13:00 às 17:00. 
 
Consentimento livre e esclarecido: 
Após ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, 
métodos, benefícios previstos, potenciais de riscos e o incômodo que esta possa 
acarretar, aceito participar: 
Nome:........................................................................................................................ . 
Idade: [      ]                  
Endereço:...................................................................................................................  
Cidade:....................................................... Telefone:................................................. 
e-mail:........................................................................................................................  
 
Responsabilidade do Pesquisador: 
Asseguro ter cumprido as exigências da resolução 466/2012 CNS/MS e 
complementares na elaboração do protocolo e na obtenção deste Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma 
via deste documento ao participante. Comprometo-me a utilizar o material e os dados 
obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento 
ou conforme o consentimento dado pelo participante de pesquisa. 
 
......................................................................  
Assinatura do participante de pesquisa 
 
 
 
 
 
Assinatura dos pesquisadores envolvidos: 
 
Pesquisadora Principal (Telma V.C. de Oliveira)...................................................................  
 
Orientador da Pesquisa (Drº Andrey dos Santos).................................................................. 
 
Co-orientadora da Pesquisa (Drª Maria Laura C. do Nascimento).......................................... 
 
Campinas,.......... / ............ / .......... 
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS – UNICAMP 
Laboratório de Hemoglobina e Genoma-HEMOCENTRO 
 
Protocolo de Identificação 
Dados Maternos 
Nome:_____________________________________________________  
Data de Nascimento: _____/_____/_____ (Idade:____)  
 
Raça predominante (características físicas):  
oriental 
Raças ou etnias presentes: selecione quantas alternativas forem necessárias  
 Branco (ou ascendência européia) 
 Negro (ou ascendência africana) 
 Asiático/Ilhas do Pacífico 
 Índio (América do Sul / América Central)  
 
Data do Preenchimento: ____/____/____ Registro Hospitalar (HC)__________________  
Local de Procedência: ______________________________________________________  
Peso pré-gravídico:_____________,___________(kg) 
Peso gravídico:_____________,___________(kg) 
Altura:__,____ (metros) 
IMC:_________(kg/m2) 
Telefone de contato:(    )_____-_______ celular(    )_____-_______ 
Email:____________________________________________________________________  
Dados Obstétricos 
Idade gestacional:_____________________________________________  
Data provável do parto:___/___/___ 
História Reprodutiva: Primeira gravidez_ (   ) Sim                   (   )Não   
 
Se assinalado “não”, completar sexo e idade dos filhos:  
____________________________________________________________________________
____________________________________________________________________________
____________________________________________________________________________
____________________________________________________________________________
Código de Paciente 
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Dados Perinatais 
Idade gestacional ao nascimento:_________________________________ 
Índice de apgar: 1º min_______ 5º min_______ 
Sexo da criança: (  ) feminino                  (  ) masculino                (  ) indeterminado 
Peso ao nascimento:______,______(kg) 
 
 
9.Este questionário está sendo preenchido na mesma data da coleta das 
amostras? 
(   ) Sim  (  )Não   
 
 
Observações: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 87 
 
9  ANEXOS 
 
Anexo I – Projeto aprovado pela Comissão de Pesquisa do DTG/CAISM 
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Anexo II – Projeto aprovado pela Comissão de Ética em Pesquisa  
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                        Universidade Estadual de Campinas 
Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP) 
DECLARAÇÃO SOBRE A DESTINAÇÃO FINAL DO MATERIAL BIOLÓGICO 
 Conforme a Norma Operacional nº 001/2013, de 30 de setembro de 2013 que acompanha a 
Resolução CNS nº 466/2012: 
Declaramos, para os devidos fins, que o material biológico testado e armazenado (amostra de 
sangue e células da mucosa oral), os dados e as informações coletadas, serão exclusivamente para os fins 
previstos no protocolo intitulado: “Diagnóstico pré-natal não invasivo aplicado à Síndrome de Gilbert”.  
O material biológico será descartado ao final do estudo (conforme consta no TCLE), será transportado em 
vasilhames plásticos de paredes rígidas, considerado do grupo de resíduos A e E (biológicos), deve ser 
envolto em sacos plásticos brancos (resíduo potencialmente infeccioso) e encaminhado à área 
determinada pelo serviço de higienização do Laboratório. A frequência da coleta externa é de 1 vez ao 
dia, realizado por uma empresa terceirizada contratada pela Prefeitura Municipal de Campinas. Todo 
material biológico passa por tratamento externo: inertização por micro-ondas; e a disposição final será o 
aterro sanitário 
 
